S2 1 L y s o z y me C a n d MHC c l a s s I i n c r u c i a n c a r p r e s p o n s e t h a t s e r v e s a s t h e f i r s t l i n e o f d e f e n s e a g a i n s t p a t h o g e n s d u r i n g t h e f i r s t f e w h o u r s a f t e r i n f e c t i o n . I t a l s o a c t s t o s l o w d o wn p a t h o g e n r e p l i c a t i o n o r a v e r t mi c r o b i a l a t t a c k .
MHC I a n d L Y Z C e n c o d e t wo i mp o rt a n t i n n a t e i mmu n e mo l e c u l e s . MHC I p l a y s a n i mp o rt a n t r o l e i n a l e r t i n g t h e i mmu n e s y s t e m t o c e l l s i n f e c t e d wi t h a v i r u s . MHC I mo l e c u l e s a r e p r i ma r i l y a s s o c i a t e d wi t h d e f e n s e a g a i n s t i n t r a c e l l u l a r p a t h o g e n s , a n d p r es e n t p e p t i d e s d e r i v e d f r o m d e g r a d e d i n t r a c e l l u l a r p a t h og e n s t o c y t o t o x i c CD8 + T c e l l s , wh i c h c a n k i l l i n f e c t e d t a r g e t c e l l s ( F i s c h e r e t a l . , 2 0 0 6 ) . T h e MHC I a n t i g e n p r e s e n t a
t i o n p a t h wa y i s i n i t i a t e d b y t h e p r o t e o l y s i s o f u b i q u i t i n a t e d p r o t e i n s i n t h e p r o t e a s o me
, g e n e r a t i n g T c e l l e p i t o p e s , wh i c h a r e a n t i g e n i c p e p t i d e s t h a t a r e c a p a b l e o f e l i c i t i n g a n i mmu n e r e s p o n s e ( Go l d b e r g e t a l . , 2 0 0 2 ) . MHC c l a s s I c o mp l e s e s a r e e x p r e s s e d o n t h e s u r f a c e o f a l l n u c l e a t e d c e l l s ( e x c e p t s p e r m c e l l s a n d s o me n e u r o n s ) , a n d p r e s e n t p e p t i d e f r a g me n t s t h a t a r e d e r i v e d f r o m i n t r a c e l l u l a r p a t h o g e n s ( He wi t t , 2 0 0 3 ; Pi e r t n e y a n d Ol i v e r , 2 0 0 6 ) . L y s o z y me i s a n i mp o r t a n t mo l e c u l e i n i n n a t e i mmun i t y , a s i t me d i a t e s p r o t e c t i o n a g a i n s t mi c r o b i a l i n v a s i o n . I t i s i n v o l v e d i n v a r i o u s d e f e n s e me c h a n i s ms , i n c l u d i n g i mmu n o mo d u l a t o r y , a n t i -b a c t e r i a l , a n t i -i n f l a mma t o r y , a n t i -t u mo r , a n d a n t i -v i r a l a c t i v i t i e s ( Ko k o s h i s e t a l . , 1 9 7 8 ; L e e -Hu a n g e t a l . , 1 9 9 9 ; Sa l t o n , 1 9 5 7 ; Sa v a e t a l . , 1 9 8 8 ) .
C-t y p e l y s o z y me s h a v e b e e n i d e n t i f i e d i n f i s h , i n c l u d i n g o r a n g e -s p o t t e d g r o u p e r E p i n e p h e l u s c o i o i d e s ( We i e t a l . , 2 0 1 2 ) , g r a s s c a r p Ct e n o p h a r y n g o d o n i d e l l u s
( Ye e t a l . , 2 0 1 0 ) , J a p a n e s e f l o u ( J i me n e z -Ca n t i z a n o e t a l . , 2 0 0 8 ) , a n d Se n eg a l e s e s o l e So l e a s e n e g a l e n s i s ( F e r n á n d e z -T r u j i l l o e t a l . , 2 0 0 8 ) . I n f i s h , a l y s o z y me e n z y me wi t h a n t i b i o t i c p r o p e r t i e s c a n b e r e l e a s e d b y s o me l e u c o c y t e s , wh i c h ma i n l y i n c l u d e n e u t r o p h i l s , mo n o c y t e s , a n d t o a l e s s e r d e g r e e ma c r o p h a g e s ( L i e e t a l . , 1 9 8 9 ) .
n d e r Pa r a l i c h t h y s o l i v a c e u s ( Mi n a g a wa e t a l . , 2 0 0 1 ) , T u r b o t Sc o p h t h a l mu s ma x i mu s

Th e c l o s e a s s o c i a t i o n o f l y s o z y me wi t h t h e c e l l u l a r i mmu n e s y st e m c o u l d i n d i c a t e t h a t t h i s e n z y me c o n t r i b u t e s t o d e f e n c e a g a i n s t i n f e c t i o u s d i s e a s e s ( Sa u r a b h a n d Sa h o o , 2 0 0 8 ) .
He r e , we r e p o r t o u r c h a r a c t e r i z a t i o n o f t h e MHC I a n d L YZ C g e n e s i n c r u c i a n c a r p , f o c u s i n g o n r e s p o n s e s t o Cy HV-2 i n f e c t i o n . We s t u d i e d t h e c e l l ul a r r e s p o n s e b y me a s u r i n g MHC I a n d L Y Z C t r a n s c r i p t l e v e l s d u r i n g b o t h a c u t e a n d c h r o n i c i n f e c t i o n , a n d a l s o i n v e s t i g a t e d t h e b a s i c r o l e o f t h e s e mo l e c u l e s i n a n t iv i r a l i n n a t e i mmu n i t y .
Ma t e r i a l s a n d Me t h o d s F i s h a n d v i r u s c h a l l e n g e
Cr u c i a n c a r p Ca r a s s i u s a u r a t u s g i b e l i o we i g h i n g 2 0 0 g we r e o b t a i n e d f r o m a l o c a l f a r m a n d a c c l i mat i z e d t o l a b o r a t o r y c o n d i t i o n s f o r t wo we e k s i n t h e Sh a n g h a i Oc e a n Un i v e r s i t y f i s h -b r e e d i n g f a r m. T h e Cy HV-2 s t r a i n wa s i s o l a t e d f r o m d i s e a s e d c r u c i a n c a r p Ca r a s s i u s a u r a t u s g i b e l i o s a mp l e s t h a t we r e c u l t u r e d i n Sh e y a n g Ci t y , J i a n g s h u P r o v i n c e i n Ma y 2 0 1 2 . Th e p u r i f i e d v i r u s s o l u t i o n a n d L D 5 0 d o s e h a v e b e e n d e s c r i b e d p r e v i o u s l y ( L D 5 0 d o s e = 1 × 1 0 6 p a r t i c l e s / mL ) ( Xu e t a l . , 2 0 1 4 ) . F o r v i r a l i n f e c t i o n s , f i s h we r e i n t r a p er i t o n e a l l y i n j e c t e d wi t h 1 mL v i r u s a t a c o n c e n t r a t i o n o f 1 0 6 v i r a l p a r t i c l e s / mL . F i s h we r e ma i n t a i n e d a t a c o nt r o l l e d wa t e r t e mp e r a t u r e b e t we e n 2 0 -2 3°C. A mo c ki n f e c t e d c o n t r o l g r o u p wa s a d mi n i s t e r e d PBS a l o n e .
Sa mp l e c o l l e c t i o n
T o i n v e s t i g a t e t h e t i s s u e d i s t r i b u t i o n o f MHC I a n d L Y Z C mRNA i n h e a l t h y c r u c i a n c a r p , we c o l l e c t e d l i v e r , k i d n e y , s p l e e n , h e a r t , g i l l , a n d mu s c l e t i s s u e s f r o m t h r e e h e a l t h y f i s h .
T o e x a mi n e d t h e mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C g e n e s a f t e r Cy HV -2 i n f e c t i o n wi t h i n 7 2 h o u r s p o s t -i n j e c t i o n ( h p i ) . Ki d n e y t i s s u e s we r e c o ll e c t e d a t 0 , 6 , 1 2 , 2 4 , 4 8 , a n d 7 2 h p i . T h r e e i n d i v i d u a l f i s h we r e s a mp l e d f o r e a c h g r o u p a t e a c h t i me p o i n t .
T o c h a r a c t e r i z e t h e mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C i n mo r i b u n d a n d s u r v i v i n g f i s h a f t e r c h a l l e n g e wi t h Cy HV-2 . F i s h we r e o b s e r v e d c o n t i n uo u s l y f o r c l i n i c a l s i g n s , i n c l u d i n g b l e e d i n g a n d p a l e g i l l s , g a s p i n g mo v e me n t s i n s h a l l o w wa t e r , a n d p i n k a s c i t e s i n t h e a b d o mi n a l c a v i t y ( d a t a n o t s h o wn ) . Mo r t a l i t y wa s o n l y d e t e c t e d a t 7 2 h p o s t v i r a l c h a l l e n g e . Sa mp l e s c o l l e c t e d a t 7 2 h p i we r e d e f i n e d a s mo r i b u n d s a mp l e s . T h e mo r i b u n d s a mp l e s f r o m v i r a l i n f e c t i o n wa s c o n f i r me d b y PCR. No f u r t h e r mo r t a l i t y wa s o b s e r v e d a t 1 6 8 h p o s t -v i r a l c h a l l e n g e . Sa mp l e s c o ll e c t e d a t 1 6 8 h p i we r e d e f i n e d a s s u r v i v i n g s a mp l e s . Ki d n e y t i s s u e s we r e c o l l e c t e d f r o m f o u r i n d i v i d u a l s p e r g r o u p . T h r e e b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s p e r f i s h we r e c o ll e c t e d a n d s t o r e d a t -8 0°C u n t i l l a t e r u s e .
RNA e x t r a c t i o n a n d c DNA s y n t h e s i s
T o t a l RNA wa s i s o l a t e d f r o m t h e k i d n e y t i s s u e u s i n g T RI z o l ( I n v i t r o g e n ) f o l l o wi n g t h e ma n u f a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . Th e p u r i t y o f t h e e x t r a c t e d RNA wa s d e t e r mi n e d b y t h e OD 2 6 0 n m / OD 2 8 0 n m r a t i o , wi t h e x p e c t e d v a l u e s b e t we e n 1 . 8 a n d 2 . 0 . Al l RNA s a mp l e s we r e t r e a t e d wi t h RNa s e -f r e e DNa s e I ( T a k a r a ) t o r e mo v e r e s i d u a l g e n o mi c DNA b e f o r e i t wa s r e v e r s e t r a n s c r i b e d i n t o c DNA u s i n g r a n d o m h e x a me r p r i me r s a n d MML V Re v e r s e T r a n s c r i p t a s e ( T a k a r a ) a c c o r d i n g t o t h e ma n uf a c t u r e r ' s i n s t r u c t i o n s .
Cl o n i n g f u l l -l e n g t h c DNAs o f MHC I a n d L YZ C
Ge n e -s p e c i f i c p r i me r p a i r s we r e d e s i g n e d f o r MHC I a n d L Y Z C b a s e d o n p a r t i a l g e n e s e q u e n c e s ( MHC I , Ge n Ba n k a c c e s s i o n n o . KC9 6 9 1 9 4 . 1 ; a n d L YZ C, Ge n Ba n k a c c e s s i o n n o . KF 4 1 7 5 0 3 . 1 ) u s i n g t h e P r i me r Pr e mi e r 5 p r o g r a m. T h e s e o l i g o s we r e u s e d wi t h t h e a d a p t o r p r i me r s UPM a n d NUP t o a mp l i f y t h e g e n e s f r o m c r u c i a n c a r p c DNA ( T a b l e 1 ) . Th e f u l l -l e n g t h s e q u e n c e , 5 -u n t r a n s l a t e d r e g i o n s ( 5 -UT Rs ) , a n d 3 -u n t r a n s l a t e d r e g i o n s ( 3 -UT Rs ) f o r t h e MHC I a n d L Y Z C g e n e s we r e o b t a i n e d u s i n g t h e SMART e r TM RACE c DNA Amp l i f i c a t i o n k i t ( Cl o n t e c h L a b o r a t o r i e s , I n c . ) t o s y n t h e s i z e f i r s t -s t a n d c DNA a c c o r d i n g t o t h e ma n u f a ct u r e r ' s i n s t r u c t i o n s . T h e PCR c o n d i t i o n s we r e : 9 4°C f o r 1 mi n , 2 5 c y c l e s o f 9 4°C f o r 3 0 s , 6 8°C f o r 3 0 s , a n d 7 2°C f o r 2 mi n , a n d a f i n a l e x t e n s i o n a t 7 2°C f o r 1 0 mi n . T h e PCR p r o d u c t s we r e g e l -p u r i f i e d u s i n g t h e Wi z a r d ® S V Ge l a n d PCR Cl e a n -Up Sy s t e m ( Pr o me g a ) b e f o r e b e i n g c l o n e d i n t o t h e p MD 1 9 -T v e c t o r ( T a k a r a ) . T h e p MD 1 9 -T v e c t o r wi t h e a c h f u l l -l e n g t h g e n e wa s t r a n sf o r me d i n t o E s c h e r i c h i a c o l i DH5 a c o mp e t e n t c e l l s , p l a t e d o n a n L B-a g a r P e t r i -d i s h , a n d i n c u b a t e d o v e rn i g h t a t 3 7°C. P o s i t i v e c o l o n i e s c o n t a i n i n g i n s e r t s o f t h e e x p e c t e d s i z e we r e s c r e e n e d b y c o l o n y PCR. Th r e e p o s i t i v e c l o n e s we r e p i c k e d f o r c o mme r c i a l s e q u e n c i n g ( Sh e n g g o n g Bi o t e c h ) .
Mu l t i p l e s e q u e n c e a l i g n me n t a n d p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s
T h e BL AST p r o g r a m f r o m t h e Na t i o n a l Ce n t e r f o r Bi o t e c h n o l o g y I n f o r ma t i o n ( NCBI ) wa s u s e d t o s e a r c h f o r h o mo l o g o u s s e q u e n c e s i n Ge n Ba n k . T h e o p e n r e a d i n g f r a me s ( ORF s ) f o r MHC I a n d L YZ C we r e d e t e r mi n e d u s i n g ORF F i n d e r ( h t t p : / / www. n c b i . n l m. n i h . g o v / p r o j e c t s / g o r f / ) . DNAs t a r s o f t wa r e wa s u s e d t o p r ed i c t t h e p r o t e i n a mi n o a c i d s e q u e n c e s . Mu l t i p l e s e q u e n c e a l i g n me n t s we r e g e n e r a t e d wi t h DNAMAN s o f t wa r e ( L y n n o n Bi o s o f t ) . Ne i g h b o r -j o i n i n g p h y l o g en e t i c a n a l y s i s wa s p e r f o r me d u s i n g t h e p r e d i c t e d a mi n o a c i d s e q u e n c e . T h e p h y l o g e n e t i c t r e e wa s g e n e r a t e d b a s e d o n a Cl u s t a l W a l i g n me n t u s i n g t h e MEGA 5 p r o g r a m. Ro b u s t n e s s o f n o d e s wa s e n s u r e d u s i n g 1 0 0 0 b o o t s t r a p i t e r a t i o n s .
Re a l -t i me RT -PCR a n a l y s i s
Re a l -t i me RT -PCR wa s u s e d t o q u a n t i f y g e n e e x p r e s s i o n i n k i d n e y t i s s u e s a f t e r v i r a l i n f e c t i o n . F i r s ts t r a n d c DNA wa s u s e d a s a t e mp l a t e f o r t h e g e n e -s p ec i f i c p r i me r s s h o wn i n T a b l e 1 . b -ACT I N wa s u s e d a s a r e f e r e n c e g e n e f o r e a c h s a mp l e . Re a l -t i me RT -PCR wa s c a r r i e d o u t i n a 2 0 -m L r e a c t i o n v o l u me c o n t a i n i n g 1 m L c DNA s a mp l e , 7 m L n u c l e a s e -f r e e wa t e r , 1 0 m L 2 × Ss o Ad v a n c e d T M S YBR Gr e e n Su p e r mi x ( Bi o -Ra d ) , a n d 1 m L o f e a c h g e n e s p e c i f i c p r i me r ( 1 0 m M) . T h e MHC I a n d L Y Z C mRNA r e a l -t i me RT -PCR c y c l i n g c o n d i t i o n s we r e : 9 5°C f o r 3 0 s , 4 0 c y c l e s o f 9 5°C f o r 5 s , 6 0°C f o r 3 0 s , 9 5°C f o r 1 mi n , a n d 6 5°C f o r 1 mi n , f o l l o we d b y a d i s s o c i a t i o n c u r v e a n a l y s i s t o v e r i f y t h e a mp l i f i c a t i o n o f a s i n g l e p r o d u c t ; t h e c u r v e r a mp e d f r o m 6 5°C t o 9 5°C i n 0 . 5°C i n c r e me n t s a t 5 s i n t e r v a l s . Re a l -t i me RT -PCR wa s p e r f o r me d u s i n g a CF X9 6 TM Re a l -t i me PCR
De t e c t i o n Sy s t e m ( Bi o -Ra d ) . Af t e r t h e PCR p r o g r a m wa s c o mp l e t e d , t h e t h r e s h o l d c y c l e ( CT ) v a l u e wa s d e t e r mi n e d u s i n g t h e ma n u a l s e t t i n g o n t h e CF X Ma n a g e r 2 . 1 s o f t wa r e ( Bi o -Ra d ) a n d e x p o r t e d i n t o a Mi c r o s o f t Ex c e l Sh e e t f o r s u b s e q u e n t d a t a a n a l y s e s i n t h e SPSS s o f t wa r e p a c k a g e . F o r t i s s u e d i s t r i b u t i o n a n a l y s i s , t h e 2 C T r e f e r e n c e / 2 C T t a r g e t r a t i o o f t h e t a r g e t g e n e v s . r e f e r e n c e g e n e ( b -ACT I N) wa s c a l c u l a t e d a s p r e v io u s l y d e s c r i b e d ( Ma r j a r a e t a l . , 2 0 1 0 ) . T h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C a f t e r Cy HV -2 i n f e c t i o n we r e c a l c u l a t e d a s t h e r e l a t i v e f o l d -c h a n g e s c o mp a r e d t o b -ACT I N b y t h e 2 -DDC
T me t h o d ( L i v a k a n d Sc h mi t t g e n , 2 0 0 1 ) . Ex p r e s s i o n d a t a o b t a i n e d f r o m i n d e p e n d e n t b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s we r e s u b j e c t e d t o o n ewa y a n a l y s i s o f v a r i a n c e ( o n e -wa y ANOV A) , f o l l o we d b y a p a i r e d -s a mp l e s t -t e s t . P -v a l u e s < 0 . 0 5 we r e c o ns i d e r e d t o i n d i c a t e s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s .
T a b l e 1 . P r i me r s u s e d f o r t h e s e q u e n c i n g o f f u l l -l e n g t h t r a n s c r i p t s a n d r e a l -t i me RT -PCR Pr i me r i n f o r ma t i on An n e a l i n g T e mp e r a t u r e (°C) Se q u e n c e ( 5 -3 ) Pr i me r n a me 
Re s u l t s
Ch a r a c t e r i z a t i o n o f t h e MHC I c DNA s e q u e n c e
Th e f u l l -l e n g t h c DNA s e q u e n c e o f MHC I ( Ge n Ba n k a c c e s s i o n n o . KJ 7 0 3 1 1 2 . 1 ) c o n t a i n e d 1 , 7 7 2 b p , i n c l u d i n g a n o p e n r e a d i n g f r a me ( ORF ) o f 1 , 0 3 8 b p , a 5 -UT R o f 9 5 b p , a n d a 3 -UT R o f 6 3 9 b p c o n t a i n i n g f i v e r e p e a t s o f A TTT A a n d a p o l y a d e n y l a t i o n s i g n a l ( AA T AAA) f o l l o we d b y a p o l y ( A) t a i l . T h e MHC I ORF c o d e d a p o l y p e p t i d e e s t i ma t e d t o c o n t a i n 3 4 5 a mi n o a c i d ( a a ) r e s i d u e s ( F i g . 1 A) . T h e a mi n o a c i d s e q u e n c e o f MHC I wa s c o mp a r e d t o t h a t o f o t h e r s p e c i e s i n c l u d i n g : c o mmo n c a r p , g r a s s c a r p , z e b r a f i s h , mo u s e , c a t t l e , c h i mp a n z e e , a n d h u ma n u s i n g t h e DNAMA N s o f twa r e p r o g r a m ( F i g . 1 B) . T h e r e wa s a h i g h f r e q u e n c y o f i d e n t i c a l ( y e l l o w) o r s i mi l a r ( o r a n g e > 7 5 %; g r e y > 5 0 %) a mi n o a c i d s i d e n t i f i e d .
Ch a r a c t e r i z a t i o n o f t h e L YZ C c DNA s e q u e n c e
T h e f u l l -l e n g t h t r a n s c r i p t o f L Y Z C ( Ge n Ba n k a c c e ss i o n n o . KJ 7 0 3 1 1 1 . 1 ) i n c l u d e d 6 8 5 b p wi t h a n ORF o f 4 3 8 b p t h a t e n c o d e d a p r o t e i n s e q u e n c e o f 1 4 5 a a r e s i d u e s . Th e g e n e wa s c o mp o s e d o f a 6 2 b p 5 -UT R, a n d a 1 8 5
b p 3 -UT R t h a t c o n t a i n e d mRNA i n s t ab i l i t y mo t i f s ( A T T T A) a n d a e u k a r y o t i c p o l y a d e n y l a t i o n s i g n a l ( A TT AAA) f o l l o we d b y a p o l y ( A) t a i l ( F i g . 2 A) .
T h e c r u c i a n c a r p L Y Z C a mi n o a c i d s e q u e n c e wa s c o mp a r e d t o t h a t o f t h e c o mmo n c a r p , g r a s s c a r p , z e b r a f i s h , b l a c k t i g e r s h r i mp , c a t t l e , h o u s e f l y , we s t e r n g o r i l l a , a n d h u ma n . Si mi l a r t o MHC I , t h e r e wa s a h i g h f r e q u e n c y o f i d e n t i c a l ( y e l l o w) a n d s i mi l a r ( o r a n g e > 7 5 %; g r e y > 5 0 %) a mi n o a c i d s b e t we e n t h e h o mo l og o u s L Y Z C p r o t e i n s ( F i g . 2 B) .
Ph y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f MHC I a n d L YZ C
I n o u r p h y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f MHC I , a l l s e q u e n c e s c o u l d b e g r o u p e d i n t o o n e o f t wo c l u s t e r s : t h e MHC I g e n e s o f s e v e r a l s p e c i e s o f f i s h c l u s t e r e d t o g e t h e r , a n d t h e MHC I o f c r u c i a n c a r p wa s c l o s e r t o t h a t o f c o mmo n c a r p , wi t h a n i d e n t i t y o f 8 5 % ( E-v a l u e : 0 . 0 ; Fi g . 3 A) . Si mi l a r l y , f o r L YZ C, t h e c r u c i a n c a r p L Y Z C wa s mo r e c l o s e l y r e l a t e d t o t h a t o f t h e c o mmo n c a r p , wi t h a n i d e n t i t y o f 9 3 % ( E-v a l u e : 0 . 0 ; F i g . 3 B) .
T i s s u e di s t r i bu t i o n o f MHC I a n d L YZ C g e n e e x p r e ss i o n i n h e a l t h y c r u c i a n c a r p
As s h o wn i n F i g . 4 , r e a l -t i me RT -PCR a n a l y s i s wa s u s e d t o d e t e r mi n e MHC I a n d L YZ C e x p r e s s i o n i n t h e Fi g. 1 . T h e f u l l -l e n g t h c DNA o f MHC I f r o m c r u c i a n c a r p . ( A) T h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e a l o n g wi t h t h e p r e d i c t e d a mi n o a c i d s e q u e n c e s ; n u mb e r s o n t h e l e f t h a n d 
s i d e i n d i c a t e t h e s e q u e n c e p o s i t i o n . T h e b o x i n d i c a t e s t h e s t a r t c o d o n ( A T G) a n d t h e " * " ma r k s t h e s t o p c o d o n ( T GA ) . Un d e r l i n i n g i n d i c a t e s mo t i f s a s s o c i a t e d wi t h mRNA i n s t a b i l i t y ( A T T T A) , a n d a d
Fi g. 2 .
T h e f u l l -l e n g t h c DNA o f L YZ C f r o m c r u c i a n c a r p . ( A) T h e n u c l e o t i d e s e q u e n c e a l o n g wi t h t h e p r e d i c t e d a mi n o a c i d s e q u e n c e s ; n u mb e r s o n t h e l e f t h a n d 
s i d e i n d i c a t e t h e s e q u e n c e p o s i t i o n . T h e b o x i n d i c a t e s t h e s t a r t c o d o n ( AT G) a n d t h e " * " ma r k s t h e s t o p c o d o n ( T AA) . Un d e r l i n i n g i n d i c a t e s mo t i f s a s s o c i a t e d wi t h mRNA i n s t a b i l i t y ( A T T T A) , a n d a d a s h e d l i n e i n d i c a t e s a p o l y a d e n y l a t i o n s i g n a l ( A T T AAA) . ( B) A mu l t i p l e a l i g n me n t o f L YZ C
s o n t h e r i g h t i n d i c a t e t h e a mi n o a c i d p o s i t i o n i n t h e c o r r e s p o n d i n g s p e c i e s .
F i g. 3 . Ph y l o g e n e t i c a n a l y s i s o f MHC I ( A) a n d L YZ C ( B) wi t h a l l a v a i l a b l e a n i ma l s e q u e n c e s u s i n g t h e Ne i g h b o r -J o i n i n g me t h o d wa s c o n d u c t e d b a s e d o n a Cl u s t a l W a l i g n me n t wi t h t h e ME GA 5 p r o g r a m. Nu mb e r s n e a r e a c h n o d e r e p r e s e n t b o o t s t r a p v a l u e s . Sc a l e b a r , t h e n u mb e r o f s u b s t i t u t i o n s p e r s i t e . 
l a c k t i g e r s h r i mp ( P e n a e u s mo n o d o n ) , J X9 1 2 1 6 0 . 1 ; c a t t l e ( Bo s T a u r u s ) , M9 5 0 9 9 . 1 ; h o u s e f l y ( Mu s c a do me s t i c a )
, EU7 1 9 1 9 8 . 1 ; we s te r n g o r i l l a ( Go r i l l a go r i l l a ) , NM0 0 1 2 7 9 6 6 2 . 1 ; a n d h u ma n ( Ho mo s a p i e n s ) , M2 1 1 1 9 . 1 .
S2 5 L y s o z y me C a n d MHC c l a s s I i n c r u c i a n c a r p
F i g . 4 . T i s s u e e x p r e s s i o n o f t h e c r u c i a n c a r p MHC I ( A) a n d L Y Z C ( B) g e n e s . Ex p r e s s i o n wa s d e t e r mi n e d u s i n g r e a l -t i me RT PCR i n t h r e e h e a l t h y f i s h . Ea c h s a mp l e wa s me a s u r e d i n b i o l o g i c a l t r i p l i c a t e s . b-ACT I N
wa s u s e d a s a n i n t e r n a l r e f e r e n c e g e n e .
F i g. 5 . Qu a n t i t a t i v e g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l e s o f MHC I ( A) a n d L YZ C ( B) a f t e r t h e c h a l l e n g e wi t h
Cy HV-2 a t 6 , 1 2 , 2 4 , 4 8 , a n d 7 2 h p o s t -i n f e c t i o n u s i n g r e a l -t i me RT -PCR a n a l y s i s . Co n t r o l s we r e i n j e c t e d wi t h PBS. b-ACT I N wa s u s e d a s a n i n t e r n a l r e f e re n c e g e n e . Er r o r b a r s i n d i c a t e s t a n d a r d e r r o r ( N = 3 ) . As t e r i s k s i n d i c a t e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t we e n t h e Cy HV-2 i n f e c t e d a n d c o n t r o l g r o u p s d e t e c t e d wi t h a p a i r e d -s a mp l e s t -t e s t ( * P < 0 . 0 5 , * * P < 0 . 0 1 ) . l i v e r , s p l e e n , g i l l , mu s c l e , h e a r t , a n d k i d n e y t i s s u e s o f h e a l t h y c r u c i a n c a r p a n d wa s n o r ma l i z e d u s i n g b-ACT I N e x p r e s s i o n l e v e l s . Th e MHC I a n d L YZ C mRNA t r a n s c r i p t s we r e e x p r e s s e d a t v e r y l o w l e v e l s i n a
l l t h e t i s s u e s e x a mi n e d , a l t h o u g h c o mp a r a t i v e l y h i g h e r mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I we r e d e t e c t e d i n mu s c l e t i s s u e s ( F i g . 4 A) , wh e r e a s L YZ C wa s mo r e a b u n d a n t i n k i d n e y t i s s u e s ( F i g . 4 B) .
T h e mRNA e x pr e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C g e n e s 7 2 h a f t e r Cy HV -2 i n f e c t i o n
We d e t e r mi n e d t h e mRNA e x p r e s s i o n p a t t e r n s o f MHC I a n d L YZ C i n c r u c i a n c a r p k i d n e y t i s s u e s a f t e r Cy HV-2 i n f e c t i o n u s i n g r e a l -t i me RT PCR a n a l y s i s a t d i ff e r e n t t i me p o i n t s ( F i g . 5 ) . T h e t r a n s c r i p t f o r MHC I wa s s i g n i f i c a n t l y u p -r e g u l a t e d a t 1 2 h p o s t -i n f e c t i o n ( h p i ; 2 . 2 1 -f o l d , P < 0 . 0 5 ) , b e f o r e d e c l i n i n g a t 2 4 a n d 4 8 h p i ( 1 . 5 8 -a n d 1 . 4 2 -f o l d , r e s p e c t i v e l y , P > 0 . 0 5 ) , a n d f i n a l l y s h o wi n g a p e a k e x p r e s s i o n l e v e l a t 7 2 h p i ( 5 . 5 5 -f o l d , P < 0 . 0 1 ; F i g . 5 A) . Fo r L YZ C, t h e e x p r e s s i o n l e v e l wa s i n c r e a s e d a t 2 4 h p i ( 1 . 9 6 -f o l d , P < 0 . 0 5 ) a n d r e a c h e d i t s p e a k a t 4 8 h p i ( 3 . 8 7 -f o l d , P < 0 . 0 1 ) , t h e n d e c r e a s e d t o 1 . 8 4 -f o l d a t 7 2 h p i ( P > 0 . 0 5 ; F i g . 5 B) .
A c o mp a r i s o n o f t h e mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C i n a c u t e v e r s u s c h r o n i c Cy HV -2 i n f e c t i o n
Pr e v i o u s l y ( Xu e t a l . , 2 0 1 4 ) , we d e t e c t e d MHC I a n d L YZ C g e n e t r a n s c r i p t s i n b o t h mo r i b u n d ( a c u t e i n f e c t i o n ) a n d s u r v i v o r ( c h r o n i c i n f e c t i o n ) SSH l i b r a r i e s a f t e r Cy HV -2 i n f e c t i o n . T o c o n f i r m o u r SSH r e s u l t s , we e x a mi n e d t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L Y Z C i n mo r i b u n d a n d s u r v i v i n g f i s h a f t e r v i r a l c h a l l e n g e . I n k i d n e y t i s s u e s , MHC I mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s i n mo r ib u n d a n d s u r v i v i n g s a mp l e s we r e i n c r e a s e d 3 . 1 7 -a n d 3 . 0 5 -f o l d ( P < 0 . 0 1 ) r e s p e c t i v e l y ( 4 f i s h p e r g r o u p ; F i g . 6 A) . Si mi l a r l y , t h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f L Y Z C i n mo r ib u n d a n d s u r v i v i n g f i s h , we r e s i g n i f i c a n t l y u p r e g u l a t e d b y 2 . 3 2 -a n d 2 . 5 6 -f o l d ( P < 0 . 0 5 ) , r e s p e c t i v e l y ( F i g . 6 B) .
T h e s e r e s u l t s c o n f i r me d t h a t t h e u p -r e g u l a t i o n o f MHC I a n d L Y Z C c o u l d b e d e t e c t e d i n b o t h a c u t e a n d c h r o n i c i n f e c t i o n a f t e r
Cy HV-2 c h a l l e n g e i n c r u c i a n c a r p .
Di s c u s s i o n
I n o u r s t u d y p r e s e n t e d h e r e , t h e r e l a t i v e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L Y Z C i n h e a l t h y c r u c i a n c a r p we r e v e r y l o w i n a l l t i s s u e s t e s t e d . Co mp a r a b l y h i g h e r mRNA l e v e l s o f MHC I we r e d e t e c t e d i n mu s c l e .
By c o n t r a s t , h i g h l e v e l s o f e a c h MHC c l a s s I a n d I I i n s t i c kl e b a c k Ga s t e r o s t e u s a c u l e a t u s c o u l d b e o b s e r v e d i n
g i l l s a n d s p l e e n b y we s t e r n b l o t t i n g ( Sc h a r s a c k e t a l . , 2 0 0 7 ) . Cr u c i a n c a r p s h o we d c o mp a r a b l y h i g h e r l e v e l s o f L YZ C e x p r e s s i o n i n k i d n e y t i s s u e s , c o n s i s t e n t wi t h t h e h i g h e s t l y s o z y me e x p r e s s i o n i n r a i n b o w t r o u t , wh i c h a l s o wa s mo s t a b u n d a n t i n k i d n e y t i s s u e s ( L i e e t a l . , 1 9 8 9 ) . Mo r e o v e r , t h e c -t y p e l y s o z y me g e n e ( Ec -l y s C)
F i g . 6 . T h e g e n e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I ( A) a n d L Y Z C ( B) i n mo r i b u n d ( M) a n d s u r v i v i n g ( S) c r u c i a n c a r p a f t e r Cy HV-2 i n f e c t i o n we r e c o mp a r e d wi t h t h e c o n t r o l g r o u p s . F o r v i r a l c h a l l e n g e s , f i s h we r e i n f e c t e d wi t h 1 mL c o n t a i n i n g 1 0 6
Cy HV-2 p a r t i c l e s i n t r a p e r i t o n e a l l y , a t r a n s c r i p t l e v e l s o f o r a n g e -s p o t t e d g r o u p e r E p i n e p h e l u s c o i o i d e s we r e mo s t a b u n d a n t i n t h e h e a d k i d n e y ( We i e t a l . , 2 0 1 2 ) s u g g e s t e d t h a t L YZ C wa s e x p r e s s e d ma i n l y i n t h e i mmu n i t y r e l a t e d t i s s u e s a n d mi g h t b e t h e ma i n f u n c t i o n f o r t h e d e f e n s e a g a i n s t p a t h o g e n s i n f i s h . P r o t e i n l e v e l s c o u l d a l s o b e d e t e c t e d u s i n g a l y s o z y mes p e c i f i c mo n o c l o n a l a n t i b o d y ( mAb M2 4 -2 ) , wh i c h s h o we d i n t r a c e l l u l a r l y s o z y me p r o t e i n i n h e a d k i d n e y c e l l s o f t h e mu mmi c h o g ( F u n d u l u s h e t e r o c l i t u s ) ( Ma r s h a n d Ri c e , 2 0 1 0 ) .
n d c o n t r o l g r o u p s we r e i n f e c t e d wi t h 1 mL PBS a l o n e ( N = 4 p e r g r o u p ) . T h e mRNA e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I a n d L YZ C we r e me a s u r e d i n t h e k i d n e y o f mo r i b u n d a n d s u r v i v o r f i s h . b -ACT I N wa s u s e d a s a n i n t e r n a l r e f e r e n c e g e n e . Er r o r b a r s i n d i c a t e s t a n d a r d e r r o r ( N = 3 ) . As t e r i s k s i n d i c a t e s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t we e n t h e Cy HV-2 -i n f e c t e d a n d c o n t r o l g r o u p s d e t e c t e d wi t h a p a i r e d -s a mp l e s t -t e s t ( *
T o t h e b e s t o f o u r k n o wl e d g e , t h i s i s t h e f i r s t t i me t h a t t h e e f f e c t o f Cy HV-2 i n f e c t i o n o n t h e e x p r e s s i o n o f MHC I a n d L Y Z C h a v e b e e n e x a mi n e d i n c r u c i a n c a r p Ca r a s s i u s a u r a t u s gi be l i o . Th e mo r i b u n d f i s h h a d e x p e r i e n c e d a c u t e i n f e c t i o n , wh e r e a s t h e s u r v i v i n g f i s h h a d u n d e r g o n e c h r o n i c i n f e c t i o n . I n t h i s s t u d y , a f t e r Cy HV-2 i n f e c t i o n , MHC I s h o we d t h e h i g h e s t u p -r e g u l at i o n a t 7 2 h p i . Si mi l a r t o He p G2 h u ma n h e p a t o c y t e s , 2 4 h a f t e r i n f e c t i o n wi t h De n g u e v i r u s ( DV-2 ) , MHC I i n c r e a s e d 2 . 2 5 -f o l d c o mp a r e d t o mo c k -i n f e c t e d c e l l s ( Ot h ma n e t a l . , 2 0 1 2 ) . I n At l a n t i c s a l mo n , i n f e c t i o n wi t h t h e e a r l y i n f e c t i o u s s a l mo n a n a e mi a v i r u s ( I SAV) i n d u c e d a r a p i d t y p e I a n d I I I F N r e s p o n s e i n h e a d k i dn e y , s p l e e n , a n d h e a r t . Ad d i t i o n a l l y , i t i n d u c e d t h e e x p r e s s i o n o f MHC I ( J o r g e n s e n e t a l . , 2 0 0 7 ) . Af t e r c h a l l e n g e wi t h I SA V i n At l a n t i c s a l mo n , MHC I a n d I I s h o we d h i g h l y s i g n i f i c a n t a s s o c i a t i o n s f o r r e s i s t a n c e t o i n f e c t i o u s d i s e a s e s ( Gr i mh o l t e t a l . , 2 0 0 3 ) . F u r t h e r mor e , t h e MHC I Sa s a -B-0 4 a l l e l e wa s h i g h l y a s s o c i a t e d wi t h r e s i s t a n c e t o i n f e c t i o u s h e ma t o p o i e t i c n e c r o s i s v i r u s ( I HNV) i n At l a n t i c s a l mo n ( P < 0 . 0 1 ) ( Mi l l e r e t a l . , 2 0 0 4 ) . T h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC i s o f o r ms we r e u p -r e g u l a t e d u p o n e i t h e r i n v i v o a n d i n v i t r o s t i mu l a t i o n wi t h An dr i a s da v i di a n u s r a n a v i r u s ( ADRV) i n t h e Ch i n e s e g i a n t s a l a ma n d e r ( Z h u e t a l . , 2 0 1 4 ) . By c o nt r a s t , He r p e s s i mp l e x t y p e -1 i n f e c t i o n s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d t h e e x p r e s s i o n l e v e l o f MHC I o n t h e c e l l s u rf a c e o f g l i o ma c e l l s ( So n g e t a l . , 1 9 9 9 ) . MHC g e n e s we r e e x p r e s s e d a f t e r v i r a l i n f e c t i o n i n s o me i mp o r t a n t s p e c i e s , s u c h a s c r u c i a n c a r p , h u ma n , At l a n t i c s a l mo n , a n d Ch i n e s e g i a n t s a l a ma n d e r . T h e e x p r e s s i o n l e v e l s o f MHC I f r o m b o t h a c u t e a n d c h r o n i c i n f e c t i o n we r e s i gn i f i c a n t l y u p -r e g u l a t e i n c o mp a r i s o n t o u n i n f e c t e d f i s h , i t ma y b e b e c a u s e t h e MHC I p a t h wa y p r o c e s s e s i n t r a c e ll u l a r v i r a l p r o t e i n s wh e n v i r u s e s a r e p r e s e n t i n i n f e c t e d c e l l s , a n d t h e n d i s p l a y s t h e m o n t h e c e l l s u r f a c e . I t c a n a l e r t a n d s t i mu l a t e c e l l u l a r i mmu n e r e s p o n s e s , wh i c h e v e n t u a l l y k i l l s t h e i n f e c t e d c e l l . T o e s c a p e t h i s c e l l u l a r i mmu n e r e s p o n s e , ma n y v i r u s e s d o wn -r e g u l a t e t h e c e l l s u r f a c e mo l e c u l e s e n c o d e d b y t h e MHC g e n e s ( Ot h ma n e t a l . , 2 0 1 2 ) . Mo r e o v e r , MHC I c o mp l e x e s a r e a l s o a s s o c i a t e d wi t h n a t u r a l k i l l e r ( NK) c e l l s , wh i c h p r o v i d e t h e f i r s t l i n e o f d e f e n c e a g a i n s t i n t r a c e l l u l a r p a t h o g e n s ( Un a n u e , 1 9 9 7 ) b y me d i a t i n g c y t o t o x i c i t y . NK c e l l c y t o t o x i c a c t i v i t y i s p a r t i a l l y c o n t r o l l e d b y MHC r e c e p t o r s , wh i c h a r e o n e o f t h e ma i n e l e me n t s o f t h e a c q u i r e d i mmu n e s y s t e m ( V a l é s -Gó me z e t a l . , 2 0 0 0 ) .
T h e i n t e r a c t i o n s o f l y s o z y me wi t h DNA mo l e c u l e s mi g h t i n t e r f e r e wi t h DNA r e p l i c a t i o n , mo d u l a t e g e n e e x p r e s s i o n , a n d b l o c k b a c t e r i a l a n d v i r a l i n f e c t i o n s ( L i n e t a l . , 2 0 0 9 ) . I n o u r Cy HV -2 i n f e c t i o n e x p e r i me n t , e x p r e s s i o n l e v e l s o f L YZ C we r e s i g n i f i c a n t l y u p -r e g ul a t e d b y 2 4 h p i , a n d p e a k l e v e l s we r e me a s u r e d a t 4 8 h p i . Si mi l a r t o Ec -l y s C o f t h e o r a n g e -s p o t t e d g r o u p e r i n t h e h e a d k i d n e y , E c -l y s C t r a n s c r i p t s we r e mo s t a b u nd a n t 2 4 h a f t e r SGI V i n f e c t i o n a n d , i n g r o u p e r c e l l s , o v e r e x p r e s s i o n o f Ec -l y s C d e l a y e d t h e o c c u r r e n c e o f CPE a n d s i g n i f i c a n t l y i n h i b i t e d v i r a l g e n e t r a n s c r i p t i o n ( We i e t a l . , 2 0 1 2 ) . ( KL P-6 0 2 ) s t i mu l a t e d t h e c e l l u l a r a n d h u mo r a l d e f e n c e me c h a n i s ms o f r a i n b o w t r o u t . Ad d i t i o n a l l y , t h e mo r t a li t y o f t h e l y s o z y me -t r e a t e d g r o u p s wa s s i g n i f i c a n t l y l o we r c o mp a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p a f t e r I PNV i n f e ct i o n ( Si wi c k i e t a l . , 1 9 9 8 ) . Si mi l a r f i n d i n g s we r e ma d e i
n b l u e s h r i mp L i t o p e n a e u s s t y l i r o s t r i s , a s L s l z m p r o t e i n i n c r e a s e d r e s i s t a n c e t o WS S V , wi t h i n f e c t i o n s u r v i v a l r a t e s r e a c h i n g 7 0-8 0 %, c o mp a r e d wi t h i n f e c t e d s h r i mp i n j e c t e d wi t h PBS a l o n e ( Ma i a n d Wa n g , 2 0 1 0 ) . L y s o z y me a l s o b l o c k e d WS S V i n f e c t i o n i n b l u e s h r i mp L i t o p e n a e u s s t y l i r o s t r i s a n d mo d u l a t e d t h e
c e l l u l a r a n d h u mo r a l d e f e n s e me c h a n i s ms a f t e r v i r a l i n f e c t i o n ( Ma i a n d Wa n g , 2 0 1 0 ) . Mo r e o v e r , l y s o z y me f r o m c h i c k e n e g g wh i t e , h u ma n mi l k , a n d h u ma n n e u t r o p h i l s e x e r t a n t i -v i r a l a c t i v i t i e s a n d c a n b l o c k HI V-1 r e p l i c a t i o n i n h u ma n c e l l s ( L e e -Hu a n g e t a l . , 1 9 9 9 ) . T h e mo l e c u l a r me c h a n i s m o f a n t i v i r a l e f f e c t ma y b e c a u s e d b y d e g r ad a t i o n o f v i r a l p o l y s a c c h a r i d e s ( L e e -Hu a n g e t a l . , 1 9 9 9 ) . F u r t h e r mo r e , l y s o z y me wo r k s wi t h a n o t h e r a n t i -HI V p r ot e i n p r e s e n t i n u r i n e , wh i c h a l s o a c t s t o p r e v e n t t h e v i r u s f r o m r e p l i c a t i n g ( Si n g h e t a l . , 2 0 0 5 ) . Fi n a l l y , l y s o z y me i n t h e h u ma n p l a c e n t a c a n r e d u c e t h e a d s o r pt i o n o f e c t r o me l i a v i r u s a n d c o u l d p l a y i mp o r t a n t p r o t e ct i v e r o l e s d u r i n g p r e g n a n c y ( Ar i mu r a , 1 9 7 3 ) .
I n c o n c l u s i o n , we c l o n e d a n d c h a r a c t e r i z e d MHC c l a s s I a n d C-t y p e l y s o z y me g e n e s f r o m t h e c r u c i a n c a r p . Ou r d a t a i n d i c a t e d t h a t t h e s e t wo g e n e s we r e u p r e g u l a t e d a f t e r Cy HV-2 c h a l l e n g e d u r i n g b o t h a c u t e a n d c h r o n i c i n f e c t i o n . Th e s e f i n d i n g s s u g g e s t t h a t MHC I a n d L Y Z C a r e i n v o l v e d i n t h e c e l l u l a r r e s p o n s e t o Cy HV-2 . T h e d i s c o v e r y t h a t L YZ C c a n b e i n d u c e d b y Cy HV-2 i n t h e c r u c i a n c a r p s u g g e s t s i t h a s a b a s i c r o l e i n f i s h i n n a t e i mmu n i t y a g a i n s t v i r a l p a t h o g e n a s MHC I .
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